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bila določena za 24 slovenskih prostovoljcev. Uspešnost modela logistične regresije za napoved 
obarvanosti oči pri slovenski populaciji smo še dodatno preverili na edinem do sedaj objavljenem 
validiranem napovednem modelu forenzičnega kompleta IrisPlex, ki vsebuje šest SNP-jev. Napovedni 
model temelji na podatkih 3804 nizozemskih prostovoljcev. Uspešnost napovedi, izražena z AUC, je 
v tem primeru 0.966 za modre in 0.913 za rjave oči, določena za 105 slovenskih prostovoljcev. To 
kaže na podobno uspešnost napovedi, kot je bila ocenjena za širšo evropsko populacijo. 
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study (115 men) confirms that incorporation of the new primer set for SRY marker in the commercial 
kit in very reliable and sensitive. Reliable results were obtained even from as little input of DNA as 25 
pg. Besides human gender we investigated two additional externally visible characteristic – human 
eye and hair colour. The coloration of eye and hair is primarily associated with the number of 
independently contributing SNPs, the genetic effect of each selected SNP and also of some non-
genetic influences, regarding hair colour. We limited on twelve SNPs inside six pigmentation genes 
and developed a single multiplex genotyping assay. This assay is very robust, reliable and sensitive 
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accuracies expressed by the AUC were found to be 0.966 for blue eyes and 0.913 for brown eyes for 
Slovene population. This indicates prediction accuracy comparable to previously established for other 
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Slika 1: Prikaz humanega kromosoma Y z lokacijo gena SRY (Y chromosome, 2008) 3 
 
Slika 2: Sintezna pot dveh različnih vrst melanina iz osnovne aminokisline tirozin (Sturm in sod., 2001) 6 
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1 PREDSTAVITEV PROBLEMATIKE IN HIPOTEZE 
 
Osnovni namen forenzičnih genetskih preiskav je individualizacija biološke sledi, kot so 
kri, semenska tekočina, slina, epitelne celice, kosti, zobje…, zavarovane med ogledi 
krajev kaznivih dejanj ali v zvezi z njimi, lahko pa so del preiskav množičnih grobišč, 
množičnih nesreč, pogrešanih oseb in drugo (Drobnič, 2004). 
 
Preiskave DNA imajo danes v forenzičnih preiskavah nedvomno nenadomestljivo 
vlogo. Razvoj molekularne genetike je omogočil razlikovanje osebe od vseh drugih na 
podlagi razlik v nekodirajočih delih humane DNA, ki jo imenujemo odpadna DNA 
(Fowler in sod., 1988). Največji del med njimi predstavljajo ponavljajoča se zaporedja 
DNA, ki jih delimo na minisatelite (VNTR-označevalce) in mikrosatelite (STR-
označevalce) (Tautz in sod., 1984). Slednji se danes najpogosteje pojavljajo v rutinskih 
forenzičnih genetskih preiskavah in skupaj z amelogeninskim označevalcem za spol 
predstavljajo forenzični genetski standard nacionalnih ali kriminalističnih evidenc DNA 
oseb in bioloških sledi. Zaradi milijonskega števila profilov DNA v različnih evidencah 
DNA in izrednega tehnološkega razvoja so avtosomalni STR-označevalci postali 
nenadomestljivi v rutinskih forenzičnih preiskavah (Asplen, 2009). 
 
Vendar pa se za različne primere, kot so preiskave spolnih deliktov, ugotavljanje 
identitete umorjenega, arheološke raziskave in drugo, ki jih zaradi različnih težav ni 
mogoče razrešiti le z analizo avtosomalnih STR-označevalcev, uveljavljajo tudi druge 
forenzične genetske preiskave. To so genetske preiskave STR-označevalcev oziroma 
genov na spolnih kromosomih in analize mitohondrijske DNA (Lessing in sod., 2005), 
v novejšem času pa tudi analize polimorfizmov posameznih nukleotidov (SNP) za 
napovedovanje zunanjega videza posameznika ali njegovega biogeografskega izvora 
(Budowle, 2004; Kayser in Schneider, 2009). 
 
V začetku smo našo raziskavo usmerili v izboljšanje zanesljivosti genetskega 
označevalca za določanje spola, ki predstavlja enega glavnih fenotipskih značilnostih 
ljudi. Pravilnejše določanje spola bo temeljilo na vpeljavi novega spolnega genetskega 
označevalca v do sedaj najbolj razširjene komercialne komplete. Pri vseh komercialnih 
kompletih določanje spola temelji na preiskavi polimorfizma amelogeninskega gena, ki 
je podvržen številnim delecijam (Cadenas in sod., 2007) oziroma se mutacije pojavljajo 
na mestih prileganja začetnih oligonukleotidov, ki so vključeni v komercialne komplete 
(Santos in sod., 1998; Roffey in sod., 2000; Thangaraj in sod., 2002). Skonstruirali smo 
nov par začetnih oligonukleotidov znotraj gena SRY z namenom, da bo mogoče nov 
genetski označevalec SRY uspešno vključiti v komercialne komplete za določanje 
identitete posameznikov, ki jih uporabljamo v rutinskih preiskavah. Validacijske študije 




 Plus amplification (AB) 
(AmpFlSTR…, 1997) v skladu z zahtevami znanstvenega forenzičnega združenja 
SWGDAM (The Scientific Working Group on DNA Analysis Methods).  
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V nadaljevanju doktorske naloge smo se osredotočili na povsem novo in malo raziskano 
področje raziskav, to je določanje dveh fenotipskih značilnostih ljudi, in sicer 
pigmentacijske obarvanosti oči in las. Omenjeni in ostale (npr. pigmentacijska 
obarvanost kože, struktura obraza, plešavost in tudi višina posameznika) fenotipske 
značilnosti so poligenske in po dosedanjih raziskavah ima na njih največji vpliv 
polimorfizem posameznih nukleotidov (SNP) (Budowle, 2004; Kayser in Schneider, 
2009). Namen raziskovanja SNP-označevalcev je bil razviti nov občutljiv in zanesljiv 
molekularni genetski komplet za določanje obarvanosti oči in las neznane osebe 
(oškodovanec, storilec kaznivega dejanja, neznano truplo) iz bioloških sledi za 
forenzično uporabo. Napovedovanje obarvanosti oči in las predstavlja velik potencial za 
prihodnost. Rezultati teh genetskih analiz bi lahko nadomestili ali dopolnili vlogo 
očividcev kaznivih dejanj, saj je poročanje posameznega očividca vedno zelo 
subjektivno in močno odvisno od več dejavnikov. Tako bodo te informacije o zunanjem 
videzu posameznika vodile predvsem k zmanjšanju kroga potencialnih osumljencev in s 
tem usmerjeno vodile kriminalistične preiskovalce do najverjetnejših storilcev, 
predvsem v primerih težjih kaznivih dejanj. V zadnjem delu raziskav smo se zaradi tega 
osredotočili na izbiro statističnih napovednih modelov za analizo podatkov. Najbolj 
razširjena statistična napovedna modela sta naivni Bayesov model in model logistične 
regresije. Njuno uspešnost napovedi za obarvanosti oči in las smo ocenili z ROC 
analizo oziroma s pomočjo kriterija AUC (Liu in sod., 2009). Na koncu smo ocenili, 
kateri od statističnih napovednih modelov je bolj uspešen ter zaradi neraziskanosti 
področja uspešnost napovedi primerjali z že objavljenimi rezultati nekaterih raziskav 
(Ruiz in sod., 2012; Walsh in sod., 2013). 
 
1.1 GEN SRY V SPOLNEM KROMOSOMU Y 
 
V forenzičnih preiskavah določanje spola temelji predvsem na variabilnosti med 
kopijama amelogeninskega gena, odgovornega za razvoj zobne sklenine, na 
kromosomih X in Y. Pri pomnoževanju amelogeninskega gena s specifičnimi začetnimi 
oligonukleotidi, vključenimi v komercialne komplete, nastane produkt dolžine 106 bp 
na kromosomu X in dolžine 112 bp na kromosomu Y (Sullivan in sod., 1993). Kljub 
razširjeni uporabi amelogeninskega gena pa rezultati ne podajajo vedno pravilnega 
spola donorja posamezne biološke sledi (Santos in sod., 1998; Roffey in sod., 2000; 
Steinlechner in sod., 2002). Do napak pri določanju spola pride predvsem zaradi 
strukturnih nepravilnosti znotraj kromosoma Y. Tako se npr. delecije znotraj 
amelogeninskega gena na kromosomu Y (AMELY) kažejo v izgubi produkta 
pomnoževanja na omenjenem kromosomu in s tem v napačni napovedi spola osebe. 
Odstotek delecij na omenjenem genu se giblje od 0,018 % do 8,0 %, zaradi česar so 
rezultati bioloških preiskav premalo zanesljivi (Santos in sod., 1998; Roffey in sod., 
2000; Steinlechner in sod., 2002; Thangaraj in sod., 2002; Brinkman, 2002; Mitchell in 
sod., 2006; Chang in sod., 2007; Turrina in sod., 2011). V slovenski populaciji se za 
enkrat ta delecija pojavlja pri približno 0,012 % moških (Drobnič, 2006). Torej so 
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rezultati, po katerih se določa spol pri genetskih forenzičnih preiskavah, premalo 
zanesljivi, kar kaže na potrebo po vpeljavi drugih, zanesljivejših genetskih 
označevalcih. 
 
Mnogo raziskovalcev je začelo vključevati druge genetske označevalce v 
identifikacijske teste za ugotavljanje spola. Med njimi so lokusi STR, specifični le za 
kromosom Y – najbolj raziskani so mikrosateliti DYS19, DYS385, DYS388, DYS389, 
DYS390 in drugi (Kayser in sod., 1997). Uporabljajo se tudi homologni geni v spolnih 
kromosomih, kot sta npr. lokusa ZFX in ZFY (Reynolds in Varlaro, 1996) ter gen SRY 
na kromosomu Y (Sullivan in sod., 1993; Dennis Lo in sod., 1998; Santos in sod., 1998; 
Singh in sod., 1999; Kastelic in sod., 2009, Tozzo in sod., 2013). 
 
Genetski označevalec v genu SRY (angl. sex determining region) je eden od 






Slika 1: Prikaz humanega kromosoma Y z lokacijo gena SRY (Y chromosome, 2008) 
Figure 1: Location of SRY gene on human Y chromosome (Y chromosome, 2008) 
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Produkt gena SRY je protein SRY oziroma transkripcijski faktor TDF, ki z vezavo na 
DNA spremeni njeno obliko. S tem se sproži kaskada genetskih interakcij in izločanje 
specifičnih hormonov, kar povzroči, da se potencialne ženske gonade pretvorijo v 
moške testise (McElreavy in sod., 1992). Deluje s pozitivno in negativno regulacijo, in 
sicer v zgodnjem razvoju zarodka inducira razvoj moških specifičnih telesnih znakov in 
obenem inhibira razvoj ženskih (Haqq in sod., 1993). 
 
1.2 POLIMORFIZEM POSAMEZNIH NUKLEOTIDOV IN PIGMENTACIJSKE 
ZNAČILNOSTI 
 
Pigmentacijska obarvanost oči in las, ki tudi določata zunanji videz posameznika, sta 
zelo kompleksni lastnosti, saj nanju vpliva večje število različnih genov, med katerimi 
potekajo medsebojne interakcije, hkrati pa prihaja tudi do interakcije teh genov z 
okoljem (Mertens, 2009). Ravno kompleksnost omenjenih lastnosti najbolj otežuje 
raziskanost posameznih genov in njihovo posredno vlogo pri izražanju fenotipskih 
značilnostih. Do sedaj je poznanih že mnogo genov, ki vplivajo na posamezno 
značilnost, najbolj pa stopajo v ospredje geni, ki so vključeni v razvoj specifične 
pigmentacijske obarvanosti predvsem oči in las. Prve uspešne preiskave na področju 
pigmentacijskih genov so izvedli na miših in določili približno 120 genov, ki bi lahko 
vplivali na obarvanost dlake, medtem ko so jih le približno 30 povezali tudi z redkimi 
pigmentacijskimi obolenji pri ljudeh. Med njimi je do sedaj najbolj raziskanih enajst 
genov, ki bolj specifično vplivajo na pigmentacijske značilnosti in jih je moč uporabiti 
tudi za forenzične preiskave (Branicki in sod., 2008; Valenzuela in sod., 2010). Najbolj 
raziskan pigmentacijski gen je bil sprva gen MC1R, ki pri ljudeh vpliva na razvoj 
rdečkaste obarvanosti las in na svetlo polt. Sedaj pa sta po raziskanosti in pomembnosti 
bolj pomembna gena OCA2 in HERC2, ki sta ključna pri izražanju obarvanosti očesne 
šarenice in obarvanosti las (Visser in sod., 2012). Znani pa so še mnogi drugi 
pigmentacijski geni – SLC45A2, SLC24A5, SLC24A4, KITLG, TYRP1, TYR, DCT in 
IRF4 – ki so tudi predmet obsežnejših preiskav v povezavi s pigmentacijskimi 
značilnostmi (Kayser in Schneider, 2009). 
 
V zgodnjih raziskavah pigmentacijskih značilnosti je bil eden pomembnejših genov gen 
OCA2, ki so mu v več raziskavah pripisovali posredno vlogo pri določanju rjavih in/ali 
modrih oči pri ljudeh. Gen OCA2 kodira protein, ki ima funkcijo membranskega 
proteina (Sturm in Frudakis, 2004). Funkcija proteina še ni v celoti raziskana, naj pa bi 
bil vpleten pri dobavljanja substratov pri biosintezi melanina (Eiberg in sod., 2008). 
 
Čeprav so omenjeni gen dolgo imeli za enega glavnih dejavnikov pri pigmentacijski 
obarvanosti oči,  je nedavno kar nekaj raziskovalcev znotraj gena HERC2 določilo vsaj 
dve pomembni spremembi, ki naj bi bili ključni za pigmentacijsko obarvanost oči. 
Funkcija proteina je še neznana, vendar pa naj bi bile spremembe znotraj gena HERC2 
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ključne pri regulaciji ekspresije gena OCA2 in s tem ključne pri določanju obarvanosti 
oči pri ljudeh (Sulem in sod., 2007; Eiberg in sod., 2008; Kayser in sod., 2008). 
 
Kljub obširni raziskanosti omenjenih dveh genov pa raziskave na področju 
pigmentacijskih genov segajo v leto 1995, ko je Velverde s sodelavci iskal povezave 
med pigmentacijsko obarvanostjo las in kože s spremembami v genu MC1R (Velverde 
in sod., 1995). Prav spremembe tega gena naj bi vplivale na pigmentacijske značilnosti, 
kot so rdeči lasje, svetlejši ten kože, prisotnost pegic ter močna občutljivost kože na UV 
sevanje. Spremembe gena MC1R obenem najpogosteje povezujejo tudi s povečanim 
tveganjem za tumorskim obolenjem kožnih celic (Harding in sod., 2000; Kanetsky in 
sod., 2006; Branicki in sod., 2007). Gen MC1R se izraža v različnih celicah, ki 
sodelujejo pri pigmentacijskem sistemu, vendar pa sama funkcija gena še ni v celoti 
znana (Rees, 2000). 
 
Ravno tako sta bila že leta 2006 gena SLC24A5 in SLC45A2 vključena v skupino 
humanih pigmentacijskih genov. Gen SLC45A2 kodira protein, ki sodeluje pri sintezi 
melanina v melanosomih in naj bi obenem sodeloval tudi kot membranski prenašalec. 
Mutacije tega gena v številnih raziskavah povezujejo tudi s človeškimi obolenji 
albinizma različnih oblik (Soejima in Koda, 2007). 
 
Pri melanogenezi je eden ključnih faktorjev tudi gen TYR, ki sodeluje pri prvih dveh 
reakcijah biosinteze melanina. Humani gen TYR se nahaja na kromosomu 11 in je dolg 
več kot 50 kb. Pri ljudeh, obolelih za okulokutanim albinizmom tipa 1 (OCA1), so do 
sedaj odkrili do 100 mutacij tega gena. Mutacije lahko zmotijo normalno sintezo 
melanina in s tem vplivajo na pigmentacijsko obarvanost oči, las in kože (Nakamura in 
sod., 2002). 
 
1.2.1 Biopolimer melanin 
 
Vsi zgoraj omenjeni pigmentacijski geni s svojimi spremembami vplivajo na 
pigmentacijske značilnosti ljudi, ki so odvisne predvsem od števila, tipa in celične 
porazdelitve melanosomov znotraj pigmentacijskih celic (melanocit ali keratinocit). 
Melanosomi so specializirani organeli, ki vsebujejo ključni encim za nastanek obeh 
oblik melanina in sodelujejo pri njegovem transportu (Passeron in sod., 2005). 
Biopolimer melanin nastane z oksidacijo aminokisline tirozin in se v posameznih 
pigmentacijskih celicah nahaja v dveh oblikah, in sicer v obliki rjavo-črnega eumelanina 
in rdeče-rumenega feomelanina, ki na različne načine absorbirata svetlobo (Sturm in 
sod., 2001). Torej tako oblika melanina kot tudi številčnost in porazdelitev melanosmov 
v pigmentacijskih celicah, ki se nahajajo predvsem v očesni stromi šarenice 
(melanocite) oziroma v korteksu lasnega stebla in v kožnem bazalnem nivoju med 
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dermisom in epidermisom (keranocite), ključno vplivajo na končno pigmentacijsko 
obarvanost oči, las in kože pri ljudeh (Sturm, 1998). 
 
Makromolekula melanina je polimer indol 5,6-kinona ter 5,6 dihidroksiindol-2-
karboksilne kisline. Oksidacija aminokisline tirozina poteka v prvih dveh korakih s 
pomočjo encima tirozinaza, in sicer s hidroksilacijo tirozina do 3,4-
dihidroksifenilalanina (DOPA) in oksidacijo DOPA do DOPA-kinona. Eumelanin nato 
nastane preko metabolitov DOPA-kromov, feomelanin pa preko metabolitov 5-S-
cisteinil-DOPA. Izomerizacija DOPA-kroma do 5,6 dihidroksiindol-2-karboksilne 
kisline (DHICA) je katalizirana s strani DOPA-krom tautomeraze, oksidacijo DHICA 




Slika 2: Sintezna pot dveh različnih vrst melanina iz osnovne aminokisline tirozin (Sturm in sod., 2001) 
Figure 2:  The synthetic pathway of two types of melanin from the tyrosine (Sturm in sod., 2001) 
 
LEGENDA; MSH - melanocite-stimulirajoči hormon, ACTH - adrenokortikotropični hormon, MC1R – melanokortin 
1 receptor, cAMP - ciklični adenozinmonofosfat, TYR – tirozin, TYRP1, TYRP2 - tirozin fosfataza 1 oziroma 2,          
AIM - manjkajoč pri melanomu , DOPA – dihidroksifenilalanin 
 
1.2.2 SNP-ji v forenzičnih preiskavah 
 
Vse predhodno omenjene spremembe v posameznih pigmentacijskih genih in njihov 
vpliv na izražanje drugih sosednjih genov in obenem na sintezo najpomembnejše 
pigmentacijske molekule melanina se nanašajo na spremembe v genih, ki so v obliki 
substitucij (zamenjave med bazami), insercij (dodatek ene baze) ali delecij (izguba ene 
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baze). Torej so te spremembe tako imenovani polimorfizmi posameznih nukleotidov 
(SNP), ki so zelo številčni v humanem genomu in zato kljub njihovi preprostosti in 
dokaj nizki informativnosti posameznega SNP-ja zelo zanimivi za čedalje obširnejše 
preiskave. Ocenjeno je, da obstaja več kot 10 milijonov možnih mest v humanem 
genomu, kjer se lahko pojavi sprememba v eni bazi in jim pripisujejo kar 90-odstotno 
odgovornost za razlikovanje med posamezniki na nivoju DNA. Med drugim pa imajo 
SNP-ji zelo nizko mutacijsko stopnjo (velikostnega razreda 10
-8
) (Kidd in sod., 2006), 
ki je približno sto tisočkrat manjša kot pri STR označevalcih (danes najpogosteje 
uporabljeni v forenzičnih preiskavah), in so obenem tako bolj primerni za določevanje 
evolucijskega izvora posameznika, dokazovanje starševstva in tudi za določevanje 
fenotipskih značilnostih ljudi (Budowle, 2004). SNP-je je možno analizirati s pomočjo 
več različnih metod in možna je hkratna analiza več SNP-jev, kar omogoča večjo 
fleksibilnost in avtomatiziranost analiz (Brookes, 1999). 
 
Večje zanimanje za raziskovanje SNP-jev se je začelo leta 2000, ko sta dva večja 
konzorcija (Human Genome Project in International HapMap Consortium) začela z 
raziskavami in objavami SNP-jev. Sedaj objavljena zbirka obsega že 53.558.214 
specifičnih sprememb humanega genoma (dbSNPSummary, 2012), od tega jih kar 
85,0 % predstavljajo SNP-ji (Giampoli in sod., 2012). Ravno s podatki iz omenjene 
zbirke SNP-jev in njihovimi alelnimi frekvencami, specifičnimi za posamezno 
populacijo, smo lahko primerjali alelne frekvence oziroma njihovo poli-/monomorfnost 
s podatki, pridobljenimi za našo populacijo. Slovensko populacijo smo primerjali z 
alelnimi frekvencami CEU, ki predstavljajo evropsko populacijo. Podatki izvirajo od 
prebivalcev zvezne države Utah (ZDA), ki so potomci prebivalcev iz severne in 
zahodne Evrope (Giampoli in sod., 2012). 
  
Za analize SNP-jev je razvitih in se še razvija mnogo različnih genotipizacijskih metod, 
ki temeljijo na različnih molekularnih mehanizmih in z njimi povezanimi detekcijskimi 
metodami. V naši raziskavi smo za analizo SNP-jev uporabili metodo SNaPshot
TM
 ob 
uporabi komercialnega kompleta SNaPshot
TM
 Multiplex Kit (AB) (ABI…, 2010). 
Metoda SNaPshot
TM
 je že uveljavljena kot občutljiva, ponovljiva, robustna in 
fleksibilna metoda ter cenovno dokaj primerna za forenzične preiskave. Komercialna 
metoda SNaPshot
TM
 (AB) je osnovana na začetnem minisekveniranju, ki mu sledi 
elektroforezno ločevanje produktov in hkratna fluorescenčna analiza le-teh. Pri 
SNaPshot
TM
 metodi so neoznačeni začetni oligonukleotidi izbrani tako, da se vežejo tik 
pred mestom točkovne mutacije, medtem ko se na samo polimorfno mesto med 
pomnoževanjem veže posamezni fluorescenčno označeni ddNTP. Ustrezno kapilarno 
ločevanje produktov po barvi in dolžini je omogočeno z dodajanjem nespecifičnih 
nukleotidnih repkov na 5'- konec minisekvenčnih oligonukleotidnih začetnikov, ki se 
med seboj razlikujejo za nekaj baznih parov (Sanchez in Borsting, 2003; Sobrino in 
sod., 2005). 
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Slika 3: Podaljševanje posameznega nukleotida s pomočjo podaljševanja začetnega nukleotida (ABI…, 2010) 
Figure 3: Single nucleotide primer extension (ABI…, 2010) 
 
1.2.3 Raziskanost SNP-jev v pigmentacijskih genih 
 
Prve objave na področju pigmentacijskih genov, ki segajo že v leto 1995, so takrat 
najbolj raziskani gen MC1R in njegove SNP-je – rs1805005, rs1805007, rs1805008 – 
povezovale z že prej omenjeno rdečkasto obarvanostjo las, svetlejšim tenom kože ter z 
močno občutljivostjo kože na UV sevanje (Velverde in sod., 1995). Vendar pa so te 
preiskave deloma obstale, saj so ti polimorfizmi vezani na manjši del populacije, in 
sicer s severnejšega predela Evrope in njihove potomce (Box in sod., 1997; Smith in 
sod., 1998). 
 
Kljub temu da so SNP-jem (rs7170989, rs7495174, rs1800407 in rs1667394) znotraj 
gena OCA2 do nedavnega pripisovali največji pomen pri pigmentacijski obarvanosti oči 
in las, pa so študije SNP-jev rs12913832 in rs1129038 znotraj gena HERC2 (Visser in 
sod., 2012) močno spremenile mnenja. Nakazujejo namreč, da bi lahko ravno gen 
HERC2, če ne morebiti ravno omenjeni SNP rs12913832, imel poglavitno vlogo pri 
pigmentacijski obarvanosti oči, las in kože pri ljudeh. Raziskave so tako dognale, da je 
SNP rs12913832, ki leži v intronu 86 gena HERC2 (to je 21 kb navzgor nad 
promotorjem gena OCA2), glavni ojačevalec ekspresije gena OCA2. T-alel SNP-ja 
rs12913832 tako okrepi transkripcijske faktorje, ki v kombinaciji s kromatinsko zanko 
spodbudijo transkripcijo gena OCA2. To omogoči povečano sintezo melanina in s tem 
povezano temnejšo pigmentacijsko obarvanost. Po drugi strani pa C-alel SNP-ja 
rs12913832 tako spremeni vezavno mesto transkripcijskih faktorjev, da se ne tvori 
ustrezna oblika kromatinske zanke in zato ne pride do intenzivnejše sinteze melanina. 
Do sedaj so bile ravno te raziskave najbolj intenzivne in usmerjene predvsem v 
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potrditev, kako lahko posamezni SNP vpliva na specifične pigmentacijske značilnosti, 
vendar se moramo zavedati, da na specifično pigmentacijsko značilnost vpliva še 
mnogo drugih genov in njihovi polimorfizmi posameznih nukleotidov (Visser in sod., 
2012). 
 
Za pigmentacijski gen SLC45A2 sta najbolj raziskana polimorfizma rs26722 in 
rs16891982. SNP rs16891982 naj bi imel posredni vpliv, torej vpliv v interakciji z 
drugimi pigmentacijskimi geni oziroma SNP-ji, na temnejšo obarvanost las (Branicki in 
sod., 2008). V prvih raziskavah so velik vpliv na pigmentacijsko obarvanost, in sicer na 
svetlejšo polt, pripisovali tudi genu SLC24A5 in SNP-ju rs1426654 (Soejima in Koda, 
2007). Vendar pa so nadaljnje preiskave potrdile, da je omenjeni SNP fiksiran v celotni 
evropski populaciji in torej neinformativen za določanje večine pigmentacijskih 
značilnostih. V povezavi z določenimi oblikami albinizma so bile opravljene tudi 
mnoge analize gena TYR in analize SNP-jev rs1393350 in rs1126809, ki naj bi vplivala 
na svetlejšo polt in svetlejšo pigmentacijsko obarvanost las in oči (Nakamura in sod., 
2002; Soejima in Koda, 2007). 
 
1.3 STATISTIČNA NAPOVEDNA MODELA 
 
Za oceno uspešnosti napovedovanja pigmentacije obarvanostioči in las 12 SNP-jev smo 
uporabili dva statistična napovedna modela, in sicer naivni Bayesov model in model 
logistične regresije. Pri tem smo v obeh primerih za učno skupino uporabili 80 
naključno izbranih prostovoljcev (77,0 %) z znanimi genotipskimi in fenotipskimi 
lastnostmi. Oba statistična napovedna modela sta bila nato ocenjena s pomočjo 
preostanka 24 prostovoljcev (23,0 %) oziroma testne skupine z znanimi genotipskimi in 
fenotipskimi lastnostmi. Uspešnost napovedi je pri statističnih napovednih modelih v 
veliki meri odvisna od pravilne kategorizacije, ki pa je zaradi subjektivnega 
kvalitativnega ocenjevanja obarvanosti oči in las zelo otežena. Pri ocenjevanju smo 
pigmentacijsko obarvanost oči in las razdelili v tri oziroma dve kategoriji. Posameznike 
smo po obarvanosti oči razdelili najprej v tri kategorije: modra, rjava in vmesna 
obarvanost, v nadaljevanju pa le v dve kategoriji: svetla in temnejša obarvanost. Glede 
na obarvanost las smo jih sprva ravno tako porazdelili v tri kategorije: blond, temno 
blond/svetlo rjava in temno rjava/črna obarvanost, v nadaljevanju pa v le dve kategoriji: 
svetla in temnejša obarvanost (Pośpiech in sod., 2012). 
1.3.1 Naivni Bayesov model 
 
Naivni Bayesov model napoveduje verjetnost za fenotipsko značilnost posameznika 
(npr. obarvanost oči in las) z uporabo pogojne odvisnosti od vrednosti neodvisnih 
spremenljivk oziroma SNP-jev. Pri tem predpostavlja medsebojno pogojno neodvisnost 
med temi neodvisnimi spremenljivkami. Naivni naravi Bayesovega modela navkljub, se 
je v realnih primerih izkazal za dokaj uspešnega, njegova prednost pa je tudi ta, da 
Kastelic V. Vpliv polimorfizma posameznih nukleotidov na pigmentacijske spremembe na očeh in laseh pri slovenski populaciji.  




potrebuje majhno učno skupino za uspešnost napovedi (Halloran, 2009). Bayesov 
model torej omogoča izračun verjetnosti za obarvanost oči in las posameznika z znanim 
genotipom na podlagi predhodno določne posteriorne verjetnosti, pridobljene s pomočjo 
učne skupine. Na podlagi znanih genotipskih in fenotipskih lastnosti učne skupine smo 
določili pogojno verjetnost določenega genotipa za specifično obarvanost oči oziroma 
las (Pośpiech in sod., 2012). 
 
Za posameznike iz testne skupine smo nato lahko na podlagi znanega genotipa petih 
SNP-jev določili posteriorno verjetnost oziroma napoved verjetnosti, da imajo 
specifično obarvanost oči oziroma las. Pri tem je bila uporabljena Bayesova enačba (1) 
kot kvocient dveh pogojnih verjetnosti; verjetnost opaženega genotipa, ki podaja 
posameznikovo specifično obarvanost oči oziroma las Pr (Mj/Hk=x), in seštevek 







)/Pr( .  
Bayesova enačba (1) vsebuje tudi apriori komponento, torej razmerje verjetnosti, da ima 
posameznik v specifični populaciji značilno obarvanost oči oziroma las Pr (H k=x) in 







)Pr( . A ker nam izvor posameznika v forenzičnih preiskavah po 
navadi ni v celoti znan, apriori verjetnosti ne moremo upoštevati in je verjetnost 
Pr(Hk)=1/n za vse odtenke obarvanosti oči oziroma las enaka. Torej so bile apriori 
verjetnosti določene kot 0.33 pri kategoriziranju v tri skupine obarvanosti in kot 0.5 pri 
kategoriziranju v dve skupini obarvanosti, saj smo se s tem opredelili, da nam 
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Mj – specifičen multilokusni genotip petih SNP-jev 
Hk – specifična obarvanost oči oziroma las posameznika 
 
 
Tako smo za 24 posameznikov v testni skupini določili posteriorno verjetnost oziroma 
napoved verjetnosti (angl. prediction probability) za specifično obarvanost oči oziroma 
las. Potem pa smo ocenili uspešnost napovedi omenjenega modela s pomočjo ROC 
analize, ki je opisana v nadaljevanju. 
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1.3.2 Model logistične regresije 
 
Za razliko od naivnega Bayesovega modela sam diskriminativni model logistične 
regresije ne predpostavlja pogojne neodvisnosti med neodvisnimi spremenljivkami 
oziroma SNP-ji. Model logistične regresije je namreč osnovan tako, da napove izid na 
osnovi povezanosti neodvisnih spremenljivk in pripravi napovedno enačbo (Halloran, 
2009). Torej smo uporabili logistično regresijo, kjer več neodvisnih spremenljivk 
(genotip posameznika, ki ga predstavlja pet specifičnih SNP-jev) hkrati vpliva na več 
odvisnih spremenljivk, in sicer multinominalni (obarvanost oči oziroma las, razdeljena 
v tri kategorije) oziroma binarni model (obarvanost oči oziroma las, razdeljena v dve 
kategoriji) (Liu in sod., 2009; Walsh in sod., 2011b). 
 
V spodnjem primeru predstavljamo le primer, ko ima odvisna spremenljivka (Y) tri 
vrednosti (npr. modra, rjava in vmesna kategorija obarvanosti oči). Standardna 
multinominalna logistična regresija se za npr. modre oči izraža s funkcijo logit takole 
(2) (Liu in sod., 2009): 
 
                   (                        ))     
  
   
      ∑    )        …(2) 
xk – je številka manj pogostega alela (angl. minor allele) določenega k-tega SNP-ja (k = 1-5) 
π1 – verjetnost, da ima posameznik npr. modre oči 
 
V omenjenem primeru, ko ima odvisna spremenljivka Y tri vrednosti, izračunamo še 
dve logit funkciji (za rjavo in vmesno kategorijo obarvanosti oči), pri katerih je tretji 
logit odvisen od prvih dveh. Vse izračune logit funkcij smo opravili s pomočjo 
statističnega programa SPSS 19.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) in s tem ovrednotili 
modelna parametra, alfa (α) in beta (β), z uporabo enake učne skupine, kot smo jo 
uporabili pri prvem, naivnem Bayesovem modelu (Liu in sod., 2009). 
 
Na podlagi določenih modelnih parametrov smo določili napoved verjetnosti (angl. 
prediction probability) za specifično obarvanost oči oziroma las pri vsakem 
posamezniku v testni skupini. Npr. pri obarvanosti oči, ki je razdeljena v tri kategorije, 
smo na osnovi logistične regresije določili verjetnosti, da je posameznik rjavook (π1), 
modrook (π2) oziroma da spada v vmesno kategorijo (π3), na osnovi naslednje enačbe 
(3) (Liu in sod., 2009): 
 
                   
        ∑    )   
          ∑    )   )          ∑    )   ) 
                                             …(3) 
xk – je številka manj pogostega alela (angl. minor allele) določenega k-tega SNP-ja 
α in β – modelna parametra 
 
Potem smo ponovno ocenili uspešnost napovedi modela logistične regresije s pomočjo 
ROC analize. 
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1.3.3 Preverjanje uspešnosti statističnih napovednih modelov s pomočjo ROC 
analize 
 
Verjetnosti napovedi za posamezno obarvanost oči oziroma las pri vsakem 
posamezniku testne skupine smo s pomočjo kontingenčne tabele (angl. confusion table) 
velikosti 2 x 2 razvrstili v štiri možne vrste izidov, ki so; 
- pravilna pozitivna napoved – TP, 
- pravilna negativna napoved – TN, 
- napačna pozitivna napoved – FP in 
- napačna negativna napoved – FN. 
Za pravilno napovedano obarvanost smo na podlagi predhodnih objav (Liu in sod., 
2009) v vseh primerih uporabili mejno vrednost verjetnost napovedi > 0.7 (angl. 
treshold). Torej smo pri celotni testni skupini za posamezno obarvanost oči oziroma las 
določili enega od možnih izidov. Npr. za modrooko skupino posameznikov smo najprej 
prešteli vse modrooke, ki so bili napovedani pravilno (TP), nato smo prešteli vse 
modrooke posameznike, ki niso bili napovedani kot modrooki (FN), nato smo prešteli 
vse posameznike, ki niso imeli modrih oči, vendar so bili napovedani kot modrooki 
(FP), na koncu smo prešteli še vse posameznike, ki niso imeli modrih oči in so bili 
napovedani kot nemodrooki (TN) (Liu in sod., 2009). 
 
V povezavi z zgoraj opisanimi izidi je pri raziskavah SNP-jev najpogosteje uporabljani 
kriterij za preverjanje uspešnosti statističnih napovednih modelov predstavljen z 
naslednjimi vrednostmi: 
- občutljivost (angl. sensitivity) 
- specifičnost (angl. specificity), 
- pozitivna napovedna vrednost – PPV in 
- negativna napovedna vrednost – NPV 
S pomočjo teh vrednosti smo nato s pomočjo programa SPSS 19.0 (SPSS Inc., Chicago, 
IL, USA) izvedli ROC analizo, s katero smo želeli grafično ponazoriti uspešnost dveh 
statističnih napovednih modelov. ROC krivulja ponazarja odnos specifičnosti in 
občutljivosti pri posameznem modelu. Na y osi grafa se nahaja občutljivost oziroma 
resnično pozitivni rezultati (angl. true positive rate – TPR), na x osi pa lažno pozitivni 
rezultati (angl. true negative rate – TNR) oziroma 1 – specifičnost. Tako model z visoko 
uspešnostjo napovedi dosega visoko občutljivost (veliko resnično pozitivnih rezultatov) 
in ima visoko specifičnost (majhno število lažno pozitivnih rezultatov). Pri modelih z 
bolj uspešno napovedjo se krivulja približuje levemu gornjemu kotu, kjer imamo veliko 
število resnično pozitivnih rezultatov in majhno število lažno pozitivnih rezultatov. 
Tako lahko vizualno ocenimo uspešnost napovedi posameznega modela in ju 
primerjamo med seboj (Zhu in sod., 2010). 
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Hipoteze, ki smo jih postavili, so bile naslednje: 
Določanje spola donorjev bioloških sledi v forenzičnih analizah lahko temelji tudi na 
paru novih začetnih oligonukleotidov znotraj gena SRY z amplifikacijskim produktom 
dolžine 96 baznih parov, ki se pojavi le pri moških. 
 
Hkratno pomnoževanje novega para začetnih oligonukleotidov lahko poteka v hkratni 
PCR reakciji ob prisotnosti drugih enajstih začetnih oligonukleotidov ter ob pogojih 





amplification (AB) (AmpFlSTR…, 1997). Vključitev novega para začetnih 





 amplification (AB) (Priloga A). 
 
Analize dvanajstih polimorfizmov posameznih nukleotidov (SNP-jev) v povezavi s 
pigmentacijskimi značilnostmi ljudi bodo v novem kompletu potekale z novim naborom 
začetnih oligonukleotidov, primernih za hkratno pomnoževanje v hkratni klasični PCR 
reakciji (24 parov začetnih oligonukleotidov) in v hkratni minisekvenčni SNaPshot
TM
 
reakciji (12 parov začetnih oligonukleotidov). 
 
Frekvence alelov oziroma poli-/monomorfnost dvanajstih SNP-jev kompleta bodo 
potrdile, da je slovenska populacija del širše evropske kavkazijske populacije 
(primerjava s podatki CEU na portalu NCBI SNP). 
 
Variacije izbranih dvanajstih SNP-jev določajo specifično pigmentacijsko obarvanost 
oči in las v slovenski populaciji. 
 
Variacije šestih SNP-jev (štirih SNP-jev v sklopu našega kompleta in dodatnih dveh 
SNP-jev) določajo specifično pigmentacijsko obarvanost oči v slovenski populaciji. 
 
Izbrana statistična napovedna modela, naivni Bayesov model in model logistične 
regresije, bosta uspešno napovedala posamezno obarvanost oči in las za slovensko 
populacijo.  
 
Uspešnost napovedi modela logistične regresije za specifično obarvanost oči bo 
primerljiva z objavljenimi raziskavami, ki zajemajo širšo evropsko populacijo. 
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2 ZNANSTVENA DELA 
2.1 VALIDACIJA SRY OZNAČEVALCA ZA PRIMERE FORENZIČNIH PREISKAV 
 
Validation of SRY marker for forensic casework analysis 
V. Kastelic, B. Budowle
 
in K. Drobnič 
Journal of Forensic Sciences, 2009, 54, 3: 551–555 
doi: 10.1111/j.1556-4029.2009.01007.x 
 
Večina analiz v forenzičnih preiskavah temelji na preiskavah lokusov STR na 
avtosomalnih kromosomih, vendar sta spolna kromosoma ključna pri določanju spola 
posameznika. V forenzičnih preiskavah določanje spola temelji predvsem na preiskavi 
amelogeninskega gena. Čeprav je ta označevalec dokaj zanesljiv, se zadnje čase 
pojavljajo vprašanja o nedvoumnosti dobljenih rezultatov, saj je v literaturi opisanih 
vedno več primerov mutacij, katerim je podvržen amelogeninski gen zaradi katerih je 
določitev spola napačna. Mnogo raziskovalcev je začelo vključevati tudi druge genetske 
označevalce v identifikacijske teste za ugotavljanje spola, med drugimi tudi označevalce 
znotraj gena SRY, ki leži na kromosomu Y. Zato smo tudi mi znotraj njega skonstruirali 
nov par začetnih oligonukleotidov ter del gena uspešno pomnožili tudi v hkratni reakciji 
pomnoževanja znotraj enega bolj uporabljenih forenzičnih komercialnih kompletov. Za 





 Plus amplification (AB) smo izvedli ustrezne validacijske študije. 
Validacijske študije so tako vključevale ponovljivost, občutljivost, spolno specifičnost 
in študije mešanih vzorcev za potrebe pomnoževanja novega para začetnih nukleotidov 
v hkratni reakciji PCR, ki jih pogojuje komercialni komplet. Izbrani SRY-označevalec 
se je izkazal za zanesljivega, saj smo produkt dolžine 96 bp uspešno pomnožili pri vseh 
115 testiranih moških in med začetnimi oligonukleotidi nismo zaznali navzkrižnih 
pomnoževanj ali dimerov. Obenem pa tudi za občutljivega, saj smo 96 bp dolg produkt 
pomnoževanja zaznali tudi pri minimalnem začetnem vnosu DNA (25.0 pg). 
Nespecifičnega pomnoževanja nismo opazili niti pri 10 ng DNA ženske osebe. 
Označevalec SRY smo zaznali tudi v mešanih sledeh, ko je ženska DNA prevladovala 
nad moško v razmerju 16:1. Produkt pomnoževanja gena SRY smo dokazali tako tudi 
pri moških, ki imajo delecijo v amelogeninskem genu, oziroma pri moških, ki so bili 
določeni kot ženska oseba, ko smo za dokazovanje spola uporabili le amelogeninski 





 Plus amplification (AB). S vključitvijo 
novega para začetnih oligonukleotidov bi se zmanjšala možnost napačne napovedi spola 
donorja posamezne biološke sledi, saj bi komercialni kompleti tako vsebovali dva 
označevalca za moški spol. SRY-označevalec bi obenem služil kot notranja kontrola. 
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2.2 HKRATNO POMNOŽEVANJE MINISEKVENČNIH ZAČETNIH      
OLIGONUKLEOTIDOV: POVEZAVA MED PETIMI SNP-JI TER OBARVANOSTJO 
OČI IN LAS V SLOVENSKI POPULACIJI TER PRIMERJAVA BAYESOVEGA 
MODELA IN MODELA LOGISTIČNE REGRESIJE 
 
A single-nucleotide polymorphism (SNP) multiplex system: the association of five 
SNPs with human eye and hair colour in the Slovenian population and comparison 
using a Bayesian network and logistic regresion model 
V. Kastelic, K. Drobnič 
Croatian Medical Journal, 2012, 53, 5: 401–408 
doi.org/10.3325/cmj.2012.53.401 
 
Raziskava vključuje gene, za katere so dosedanje študije potrdile njihov večji vpliv na 
pigmentacijske značilnosti ljudi. Znotraj šestih genov smo izbrali in analizirali dvanajst 
SNP-jev. Začetne oligonukleotide smo izbrali oziroma skonstruirali, tako da smo jih 
lahko nato združili v hkratni reakciji PCR z namenom določevanja pigmentacijske 
obarvanosti oči in las za slovensko populacijo. V raziskavi je sodelovalo 105 
prostovoljcev. Variabilnost polimorfizmov posameznih nukleotidov smo analizirali s 
pomočjo uvedbe nove metode SNaPshot
TM 
in produkte pomnoževanja analizirali s 
kapilarno elektroforezo. Na podlagi pridobljenih genotipskih rezultatov smo s pomočjo 
dveh statističnih napovednih modelov (naivnega Bayesovega modela in modela 
logistične regresije) preverjali uspešnosti napovedi za posamezno pigmentacijsko 
obarvanost oči in las v slovenski populaciji. Pri primerjavi obeh statističnih napovednih 
modelov lahko zaključimo, da sta glede na rezultate oba modela primerna, saj smo za 
njiju določili primerljive rezultate glede uspešnosti napovedi, vendar smo višje 
vrednosti AUC, občutljivosti in specifičnosti za obarvanost oči in las dosegli z uporabo 
modela logistične regresije. To pomeni, da je model logistične regresije delno 
uspešnejši pri napovedovanju obarvanosti oči oziroma las za izbrani vzorec slovenske 
populacije. Pri razdelitvi barve oči v tri kategorije smo določili vrednosti AUC 1.0 za 
modrooke, vrednost AUC za rjavo barvo oči je bila 0.832 in za vse vmesne barve oči 
0.747. Pri razdelitvi barve las v tri kategorije smo najbolj uspešno napovedali 
obarvanost pri posameznikih z blond lasmi (AUC=0.913) in s temno rjavimi/črnimi 
lasmi (AUC=0.832) ter malo manj uspešno pri posameznikih z blond/s svetlo rjavimi 
lasmi (AUC=0.723). V naslednjem koraku smo obarvanost oči in las prerazporedili v 
dve kategoriji (svetlejšo in temnejšo pigmentacijsko obarvanost), a s tem nismo 
bistveno vplivali na uspešnost napovedi modelov. Vrednost AUC za obarvanost oči je 
bila tako 0.99 in za obarvanost las 0.93 (enaka za temnejšo in svetlejšo obarvanost), ob 
podanih spremljajočih podatkih za občutljivost in specifičnost. Predstavljeni komplet za 
hkratno pomnoževanje se je v naši raziskavi izkazal za dovolj robustnega in 
občutljivega za pravilno napoved homo-/heterozigotnosti vseh dvanajstih SNP-jev v 
naboru za celoten vzorec slovenske populacije. 
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2.3 DOLOČANJE OBARVANOSTI OČI V SLOVENSKI POPULACIJI Z UPORABO 
SNP JEV KOMPLETA IRISPLEX 
 
Prediction of eye colour in the Slovenian population using the IrisPlex SNPs  
V. Kastelic, W. Branicki, E. Pośpiech, J. Draus-Barini, K. Drobnič 
Croatian Medical Journal, 2013, 54, 4: 381-386 
doi.org/10.3325/cmj.2013.54.381 
 
Zaradi številčno manjšega vzorca slovenske populacije, ki smo ga predstavili v prejšnji 
raziskavi, smo za statistično bolj oprijemljivo in zanesljivejšo napoved obarvanosti oči 
naknadno uporabili statistični napovedni model edinega validiranega kompleta IrisPlex 
(Walsh in sod., 2011a). Komplet temelji na šestih najbolj informativnih SNP-jih in je z 
znanimi genotipskimi in fenotipskimi podatki 3804 nizozemskih prostovoljcev osnovan 
z metodo logistične regresije. Vseh 105 slovenskih prostovoljcev smo v tem primeru 
uporabili za testno skupino. Uspešnost napovedi specifične obarvanosti oči (razdeljena 
v tri kategorije) slovenske populacije smo nato primerjali s podatki, pridobljenimi v 
dveh večjih študijah. Poleg že analiziranih štirih SNP-jev znotraj našega kompleta 
(rs12913832, rs1800407, rs16891982 in rs1393350) smo v sodelovanju z Inštitutom 
forenzičnih preiskav v Krakovu analizirali še dodatna dva SNP-ja (rs12896399 in 
rs12203592) in tako zadostili modelu, ki je osnovan na skupnem genotipu šestih SNP-
jev. IrisPlex komplet šestih SNP-jev se še ne uporablja v rutinskih forenzičnih genetskih 
preiskavah, saj je njegova validacija opravljena za večjo evropsko populacijo, pri kateri 
so alelne frekvence SNP-jev specifične in povsem drugačne od frekvenc ostalih 
populacij. Uspešnost napovedi oziroma vrednost AUC je bila v tem primeru za 
obarvanost oči pri slovenski populaciji 0.966 za modre oči, 0.913 za rjave oči in 0.796 
za vmesno obarvanost oči. Največjo občutljivost smo določili za modro obarvanost oči, 
ki je bila kar 93,6 %, kar pomeni, da je bil takšen odstotek modrookih posameznikov 
pravilno napovedan. Uspešnost napovedi je bila primerljiva z uspešnostjo dveh 
raziskav, ki zajemata dva različna sklopa evropske populacije. Ruiz je s sodelavci 
(2012) v študiji zajel šest evropskih populacij in ocenili vrednosti AUC za modro 
(0.986) oziroma rjavo (0.978) obarvanost oči. Walsheva s sodelavci (2013) pa je zajela 
sedem evropskih populacij. AUC za modro je ocenila na 0.964 in za rjavo 0.956 
obarvanost oči. Iz tega lahko zaključimo, da je komplet IrisPlex visoko informativen in 
primeren za zelo natančno napovedovanje modre in rjave obarvanosti oči posameznikov 
evropske populacije. Vendar se tudi tu kažejo pomanjkljivosti predvsem pri 
natančnejšemu napovedovanju obarvanosti za vmesno kategorijo oči, v kateri so zajeti 
različni odtenki od zelene do sive. Kot smo omenili, bi bilo tu smiselno posameznike 
porazdeliti v še manjše sklope, ki bi zajemali čim bolj med seboj podobne barvne 
odtenke oči, in obenem uvesti nove, bolj informativne SNP-je. 
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2.4 DOLOČITEV  ZUNANJEGA VIDEZA LJUDI S PREISKAVAMI DNK 
 
Določitev  zunanjega videza ljudi s preiskavami DNK 
V. Kastelic, K. Drobnič 
Revija za kriminalistiko in kriminologijo, 2012, 63, 3: 225–228 
 
Forenzične preiskave dandanes omogočajo identifikacije bioloških sledi le na podlagi 
predhodnega  poznavanja profilov DNA osumljencev oziroma oseb, ki se nahajajo v 
evidencah preiskav DNA. V Nacionalnem forenzičnem laboratoriju smo na področju 
identifikacije bioloških sledi zelo uspešni. Kljub temu so in bodo obstajala kazniva 
dejanja, pri katerih bioloških sledi s kraja zločina ne moremo povezati z nobeno od nam 
znanih oseb. Za reševanje nekaterih od teh primerov se v forenzične preiskave vpeljuje 
nova metoda. Na podlagi nove metode bomo lahko iz bioloških sledi določali zunanji 
izgled osebe oziroma njegove pigmentacije lastnosti, kot so barva oči in las. Rezultate 
teh genetskih analiz bi lahko imenovali »genetski očividec«, saj ima isto vlogo kot 
očividec kaznivega dejanja. V tujini so s tovrstnimi raziskavami razrešili že nekaj 
kriminalističnih primerov. Rutinsko pa jo izvaja le Nizozemski forenzični inštitut, in še 
ta le pri težjih kaznivih dejanjih. Raziskave na tem področju bodo torej služile predvsem 
za usmeritve kriminalističnih preiskav v zmanjšan krog morebitnih osumljencev, saj bo 
delno znan njihov zunanji izgled. Namen vpeljave tovrstnih raziskav v Nacionalni 
forenzični laboratorij policije je, da tudi v Sloveniji pristopimo k razreševanju težjih 
kaznivih dejanj z uporabo novih molekularnih genetskih metod, katerih rezultate bodo 
preiskovalci lahko uporabili kot novo analitično orodje za iskanje storilcev kaznivih 
dejanj.  
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3 RAZPRAVA IN SKLEPI 
 
3.1 RAZPRAVA 
3.1.1 Gen SRY v spolnem kromosomu Y 
 
Določanje spola donorja bioloških sledi v forenzičnih preiskavah je v nekaterih primerih 
ključnega pomena, predvsem pri raziskovanju kaznivih dejanj zoper spolno 
nedotakljivost (moškega/ženske). Vendar je bilo do sedaj opravljenih mnogo raziskav, 
pri katerih so določili mutacije v najbolj pogosto uporabljenemu amelogeninskemu 
genu AMEL, kar je posledično razlog za napačno določanje spola (Santos in sod., 1998; 
Roffey in sod., 2000; Steinlechner in sod., 2002; Drobnič, 2006). 
 
Eden od možnih pristopov pri raziskavah, v katerih so raziskovalci skušali pravilno 
določiti spol donorja biološke sledi, je bil ta, da so, zato da so se izognili delecijam 
znotraj amelogeninskega gena, skonstruirali krajša začetna oligonukletoida in s tem 
pridobili dva produkta pomnoževanja, in sicer 80 bp na kromosomu X in 83 bp na 
kromosomu Y. Vendar se ta metoda kasneje ni izkazala za najprimernejšo (Haas-
Rochholz in Weiler, 1997).  
 
Primernejše so bile raziskave, pri katerih so se raziskovalci usmerili v konstruiranje 
različnih začetnih oligonukleotidov znotraj gena SRY, za katerega je značilno, da je 
močno evolucijsko ohranjen (Santos in sod., 1998; Dennis Lo in sod., 1998; Singh in 
sod., 1999; Tozzo in sod., 2013). Leta 1998 je Santos s sodelavci prvi skonstruiral par 
začetnih oligonukleotidov (SRY 93 I, SRY 93 II), ki da po pomnoževanju DNA 
fragment dolžine 93 baznih parov in se pojavi le pri moških. Zaporedji sta (Santos in 
sod., 1998): 
SRY 93 I: 5' ATA AGT ATC GAC CTC GTC GGA AG 3', 
SRY 93 II: 5' GCA CTT CGC TGC AGA GTA CCG AAG 3'. 
Poleg omenjenih parov začetnih oligonukleotidov so bili nato skonstruirani in 
uporabljeni tudi drugi pari, ki so bistvenega pomena pri reševanju kaznivega dejanja 
zoper spolno nedotakljivost ter so pomembni tudi pri prenatalni diagnostiki bolezni, ki 
so specifične le za moške (Naito in sod., 1994; Dennis Lo in sod., 1998; Singh in sod., 
1999; Drobnič, 2006; Tozzo in sod., 2013).  
 
Za potrebe forenzičnih genetskih preiskav, ki danes temeljijo na različnih komercialnih 
kompletih, je bilo potrebno skonstruirati primerne začetne oligonukleotide, ki bi lahko 
bili vključeni v že uveljavljene komercialne komplete v hkratni reakciji PCR, pri 
standardnih pogojih PCR, ki jih narekuje posamezni uporabljeni komercialni komplet. 
Potreba po vključitvi dodatnega genetskega označevalca v obstoječe komercialne 
komplete sloni tudi na tem, da v kompletih ni prisotne notranje pozitivne kontrole, zato 
pri sami individualizaciji biološke sledi ni mogoče zagotovo trditi, ali gre za moško ali 
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žensko osebo. Posledično se kaže potreba po vključitvi dveh genetskih označevalcev v 
posamezni komplet, kar pa za enkrat še ni del prakse pri proizvajalcih komercialnih 
kompletov (Hedges in sod., 2003; Kastelic in sod., 2009). 
 
Da ne bi prišlo do morebitne napačne interpretacije spola donorja specifične biološke 
sledi, smo tako kot drugi raziskovalci tudi mi vpeljali nov genetski označevalec SRY na 
kromosomu Y (Thangaraj in sod.; 2002; Jobling in sod., 1997) za potrebe 





Amplification (AB) in opravili vse potrebne validacijske študije na podlagi priporočil 
SWGDAM (Scientific Working Group on DNA Analysis Methods). Zaporedji novih 
začetnih oligonukleotidov znotraj gena SRY sta:  
96 I: FAM - AGC AGT CAG GGA GGC AGA TCA, 
96 II: CCC CCT AGT ACC CTG ACA ATG TAT T (Drobnič, 2006). 
 
Validacijske študije (Kastelic in sod., 2009) so potrdile, da je pomnoževanje gena SRY z 
novim parom začetnih oligonukleotidov zanesljivo in ponovljivo pri vseh 115 sorodno 
nepovezanih moških, vključenih v preiskavo, in uspešno že pri vnosu minimalne 
količine DNA (25.0 pg). Pomnoževanje gena SRY je potekalo v hkratni PCR reakciji 





 Plus Amplification (AB), ki pa niso motili samega 
pomnoževanja gena SRY. Obenem vnos novega para začetnih oligonukleotidov ni 
vplival na pomnoževanje lokusov, ki so zajeti v omenjenem komercialnem kompletu 
(Kastelic in sod., 2009). Ravno tako smo potrdili, da vnos novega para začetnih 





amplification (AB), za katerega pa je treba opraviti še 
validacijske študije (Priloga A). 
 
Produkt pomnoževanja gena SRY smo dokazali tako tudi pri moških, ki imajo delecijo v 
amelogeninskem genu, oziroma pri moških, ki bi bili določeni kot ženska oseba, če bi 
za dokazovanje spola uporabili le amelogeninski genetski označevalec. Določanje spola 
s hkratno uporabo obeh genetskih označevalcev, tako amelogeninskega gena kot tudi 
gena SRY, bi zagotovilo bolj verodostojne rezultate, medtem ko jih le sedaj uporabljeni 
amelogeninski gen ne (Kastelic in sod., 2009). 
 
3.1.2 Polimorfizem posameznih nukleotidov in pigmentacijske lastnosti 
 
V zadnjih letih so DNA preiskave bioloških sledi, pridobljenih pri različnih kaznivih 
dejanjih, postale ključne za napovedovanje zunanjega videza ljudi, niso pa še postale del 
rutinskih preiskav v forenzični genetiki. Možnost takega napovedovanja bi bila v prvi 
vrsti v veliko pomoč kriminalističnim preiskavam, predvsem v primerih, ko za 
specifično biološko sled ne bi mogli podati primernega DNA profila (v primeru nizke 
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koncentracije DNA) oziroma ko za omenjeni profil ne bi mogli potrditi ujemanja z 
osumljeno ali s katero drugo osebo iz evidenc preiskav DNA. Tako bi za potrebe 
kriminalističnih preiskav z napovedjo zunanjega videza posameznika, tako njegovega 
spola kot tudi specifičnih pigmentacijskih značilnosti, močno zmanjšal krog morebitnih 
osumljenih, na katere bi se lahko osredotočali kriminalisti (Kayser in Schneider, 2009).  
 
Dosedanje študije na področju pigmentacijskih značilnosti so določile že mnogo genov 
in njihovih SNP-jev, predvsem s pomočjo raziskanosti pigmentacijskih obolenj pri 
človeku (npr. ekstremne oblike albinizma). Pri pigmentacijskih obolenjih so se 
raziskave usmerile predvsem v mutacije gena OCA2, ki je bil kmalu označen kot glavni 
gen, ki prispeva k specifični obarvanosti oči (Branicki in sod., 2008; Sturm in sod, 
2008). Nato je sledil nov val raziskav, ki je gen HERC2 in predvsem SNP rs12913832 
označil za enega pomembnejših, če ne celo najpomembnejšega, ki prispeva k specifični 
obarvanosti oči, las in kože (Visser in sod., 2012). Kljub vsemu pa je znano, da so 
pigmentacijske lastnosti zelo kompleksne in da nanje vpliva večje število različnih 
genov, med katerimi so bolj raziskani MC1R, TYR, TYRP1, SLC24A4, SLC45A2, IRF4 
in ASIP (Nakamura in sod., 2002; Branicki in sod., 2007; Soejima in Koda, 2007;). 
  
Od vseh omenjenih smo se pri raziskavi osredotočili na šest genov in znotraj njih na 
dvanajst SNP-jev (OCA2 – rs7495174, rs7170989, rs1800407, rs1667394, TYR – 
rs1393350, SLC45A2 – rs16891982, rs26722, MC1R – rs1805005, rs1805008 in 
SLC24A5 – rs1426654, HERC2 – rs12913832, rs112938), ki naj bi imeli eno ključnih 
vlog pri pigmentaciji oči in las (Branicki in sod., 2008; Kayser in Schneider, 2009). Za 
pridobljene genetske podatke vseh 105 prostovoljcev smo najprej določili, da so aleli 
enajstih SNP-jev (razen rs1426654) v Hardy-Weinbergovem (HW) ravnovesju. Ta 
podatek ni presenetljiv, saj je bil izbor sorodstveno nepovezanih prostovoljcev 
naključen. S primerjavo alelnih frekvenc SNP-jev s podatki CEU smo ugotovili, da je 
SNP rs1426654 monomorfen tako za slovensko kot za evropsko populacijo. Preostalih 
deset SNP-jev (za SNP rs1129038 ni podanih podatkov, je pa znano, da je v popolnem 
vezavnem neravnovesju s SNP-jem rs12913832) kaže zelo podobno frekvenco alelov, 
kot je predstavljena za evropsko populacijo. Za vseh dvanajst SNP-jev smo preverili 
tudi njihovo vezano dedovanje (LD) in ugotovili, da sta SNP-ja rs1129038 in 
rs12913832 v popolnem vezavnem neravnovesju; ravno tako sta SNP-ja rs1667394 in 
rs7170989 v vezavnem ravnovesju s SNP-jem rs1800407. Zaradi tega smo iz nadaljnjih 
statističnih analiz izločili vse tri omenjene SNP-je, saj ti predstavljajo enak haplotip 
posameznika. Obenem smo z metodo binarne logistične regresije ugotovili, da je za naš 
vzorec statistično značilnih pet SNP-jev            (P < 0,05): rs12913832, rs1393350, 
rs1800407, rs1805008 in rs7495174, ter le te uporabili v nadaljnih analizah za 
preverjanje uspešnosti napovedi za posamezno pigmentacijsko obarvanost oči in las v 
slovenski populaciji (omejili smo se na 104 prostovoljce, saj je bil en posameznik 
izvzet, kajti je edini v vzorcu slovenske populacije, ki ima rdečkasto obarvane lase). S 
pomočjo dveh statističnih napovednih modelov, in sicer naivnega Bayesovega modela 
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in modela logistične regresije smo nato ovrednotili njuno uspešnost pri napovedi 
obarvanosti oči in las. 
 
Pri primerjavi obeh statističnih napovednih modelov lahko zaključimo, da sta glede na 
rezultate oba modela primerna, saj smo za njiju določili primerljive rezultate glede 
uspešnosti napovedi, kljub številčno manjši učni skupini. Znano je namreč, da je 
Bayesov model uspešnejši pri napovedovanju, ko imamo opravka z manjšo učno 
skupino, njegova slabost v primeru študije, kot je naša, pa je, da ne upošteva korelacij 
med posameznimi neodvisnimi spremenljivkami (Halloran, 2009). Torej v primeru 
obarvanosti oči ne upošteva, da posamezni SNP-ji vzajemno vplivajo na fenotipske 
značilnosti ljudi in da med njimi obstaja močna korelacija. Povezanost med 
posameznimi neodvisnimi spremenljivkami oziroma SNP-ji pa upošteva model 
logistične regresije. Rezultati so bili skladni s predvidevanji. Pri modelu logistične 
regresije smo dobili višje vrednosti AUC, občutljivosti in specifičnosti za obarvanost 
oči in las. To pomeni, da je model logistične regresije uspešnejši pri napovedovanju 
obarvanosti oči oziroma las za izbran vzorec slovenske populacije, kljub številčno 
majhni učni skupini. V nadaljevanju so opisane le vrednosti, pridobljene s tem modelom 
(Kastelic in sod., 2012). 
 
Za obarvanost oči smo s pomočjo modela logistične regresije za 24 prostovoljcev 
uspešno napovedali posamezno obarvanost oči, in sicer za modre (AUC=1.0) in rjave 
(AUC=0.832). Za npr. modrooke smo obenem določili stoodstotno občutljivost (kar 
pomeni, da smo za vse modrooke pravilno napovedali, da so res modrooki) in 
stoodstotno specifičnost (kar pomeni, da smo za vse posameznike, ki niso imeli modrih 
oči, pravilno napovedali, da res niso imeli modrih oči). Za vse vmesne barve oči smo 
določili najnižjo vrednost AUC in obenem tudi nižjo specifičnost. Vendar te vrednosti, 
ki govorijo o uspešnosti napovedi, niti niso presenetljive, saj vse dosedanje raziskave z 
znanimi SNP-ji niso bistveno natančneje napovedale obarvanosti (Walsh in sod., 2011b; 
Walsh in sod., 2013) za to vmesno skupino oči. Razlog je predvsem ta, da so v to 
skupino zajeti vsi posamezniki, ki imajo že samo obarvanost oči bolj kompleksno in 
raznoliko, npr. sivo, zeleno oziroma kombinacijo več barv (rjave z zelenim kolobarjem, 
modre s sivim kolobarjem …). Za to skupino obarvanosti oči bi bilo v prihodnje 
pomembno določiti še bolj specifičen nabor SNP-jev, obenem pa bi bilo znotraj te 
skupine potrebno posameznike še dodatno porazdeliti v manjše sklope, kjer so si 
obarvanosti oči med seboj bolj podobne, kot smo to lahko naredili pri skupinah 
posameznikov z modrimi oziroma rjavimi očmi. Ravno tako smo za obarvanost las 
uspešno napovedali obarvanost, predvsem za blond lase (AUC=0.913) in temno 
rjave/črne lase (AUC=0.832), malo manj uspešni smo bili pri napovedi temno 
blond/svetlo rjavih las (AUC=0.723). Pri tako opredeljeni obarvanosti las smo največjo 
občutljivost (88,0 %) in specifičnost (95,0 %) določili za posameznike s temno 
rjavimi/črnimi lasmi. To npr. pomeni, da smo za 88,0 % posameznikov v testni skupini 
s temno rjavimi/črnimi lasmi, pravilno napovedali tâko obarvanost las in da smo med 
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vsemi posamezniki, ki niso imeli temno rjavih/črnih las, za 95,0 % od njih pravilno 
določili, da nimajo temno rjavih/črnih las (Kastelic in sod., 2012).  
 
Obenem smo za uspešnost napovedi preverili še pristop, pri katerem smo posamezno 
obarvanost oči in las opredelili le kot svetlejšo oziroma temnejšo. Vrednosti AUC pri tej 
kategorizaciji sta zelo visoki, in sicer za obarvanost oči je AUC = 0.99 in pri enaki 
kategorizaciji las je AUC = 0.93. Vendar pa je tak način opisovanja za posamezno 
pigmentacijsko obarvanost manj informativen, saj imamo podatke le o svetlejšem in 
temnejšem odtenku obarvanosti oči, ne pa o specifični barvi, kljub temu da sta vrednosti 
AUC in občutljivost zelo visoki (Kastelic in sod., 2012). 
 
Za potrebe genotipiziranja šestih SNP-jev znotraj slovenske populacije smo 
skonstruirali nov hkratni komplet za pomnoževanje dvanajstih SNP-jev. Komplet se je 
izkazal za zelo zanesljivega, saj smo za vseh 105 slovenskih prostovoljcev pravilno 
določili genotip vseh dvanajstih SNP-jev. Obenem pa se je izkazal za zelo občutljivega, 
saj je bilo pomnoževanje uspešno tudi pri zelo majhni koncentraciji začetne DNA (62.0 
pg), kar je zelo primerno pri zahtevnejših forenzičnih preiskavah, kjer imamo velikokrat 
opravka z biološkimi sledmi z zelo nizkimi koncentracijami DNA oziroma z DNA, ki je 
lahko že močno razgrajena (Kastelic in sod., 2012). Vse zgoraj omenjene vrednosti, ki 
opredeljujejo uspešnost napovedi za pigmentacijsko obarvanost oči in las, so zelo 
obetavne in bodo v prihodnje, z večjo raziskanostjo še večjega števila pigmentacijskih 
genov in njihovih SNP-jev, imele velik pomen v forenzičnih genetskih preiskavah. 
Obenem pa se je potrebno zavedati, da so dosedanje študije omejene predvsem na 
evropsko populacijo. Za potrditev vseh dosedanjih ugotovitev glede specifičnih SNP-
jev bi bile potrebne dodatne validacijske študije, ki bi potrdile oziroma zavrnile, da 
sklop omenjenih SNP-jev vpliva na točno opredeljeno pigmentacijsko obarvanost oči in 
las za vse svetovne populacije podobno. Hkrati bi bile za potrditev uspešnosti napovedi 
pigmentacijske obarvanosti oči in las slovenske populacije potrebne nadaljnje 
validacijske študije s še večjim številom prostovoljcev, predvsem na področju 
obarvanosti oči pri kategorizaciji z vmesno obarvanostjo oči, kjer je zajetih več barvnih 
odtenkov – sive, zelene oziroma kombinacija več barv (rjave z zelenim kolobarjem, 
modre s sivim kolobarjem …). Torej bi bilo potrebno v nadaljevanju to kategorijo 
obarvanosti oči razdeliti v manjše sklope, kjer bi si bili barvni odtenki oči med seboj 
bolj podobni, morebiti tudi s pomočjo vnaprej pripravljene barve lestvice (Kastelic in 
sod., 2012; Walsh in sod., 2013). 
 
V nadaljevanju raziskav smo se zaradi manjšega vzorca slovenske populacije odločili, 
da uspešnost napovedi za obarvanost oči določimo tudi s pomočjo modela logistične 
regresije, ki je bil izdelan za 3804 prostovoljcev nizozemske populacije, in zajema šest 
najbolj specifičnih SNP-jev za obarvanost oči (komplet IrisPlex) (Walsh in sod., 
2011a). Uspešnost napovedi, izražena z vrednostjo AUC, je bila za slovensko 
populacijo v tem primeru 0.966 za modre oči, 0.913 za rjave oči in 0.796 za vmesno 
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skupino obarvanosti oči (Kastelic in sod., 2013). Predstavljeni rezultati o uspešnosti 
napovedi so primerljivi z napovedmi v sklopu preostalih dveh raziskav, ki zajemata 
širšo evropsko populacijo (Ruiz in sod., 2012; Walsh in sod., 2013). Iz tega lahko 
sklepamo, da je validiran komplet IrisPlex primeren za potrebe napovedi obarvanosti 
oči posameznikov v forenzičnih preiskavah predvsem v primerih, kjer imamo opravka z 





V sklopu preiskav za zanesljivejše napovedovanje spola donorjev specifičnih bioloških 
sledi smo s pomočjo novega para začetnih oligonukleotidov gena SRY le pri moških 
osebah lahko določili končni fragment dolžine 96 baznih parov. 
 
Validacijske študije so potrdile, da je pomnoževanje gena SRY z novim parom začetnih 
oligonukleotidov občutljivo, zanesljivo in ponovljivo, tako v smislu samostojnega 
pomnoževanja kot tudi v smislu pomnoževanja v hkratni PCR reakciji v sklopu 
komercialnih kompletov. Pomnoževanje gena SRY smo potrdili in validirali v sklopu 
komercialnega kompleta AmpFlSTR® SGMTM Plus Amplification (AB). Obenem pa smo 
pomnoževanje gena SRY potrdili tudi v komercialnem kompletu AmpFlSTR® NGMTM 
Amplification (AB), ki se sedaj najbolj razširjeno uporablja v rutinskih forenzičnih 
preiskavah in vsebuje kar šestnajst parov začetnih oligonukleotidov (priloga A). Z 
vnosom novega para začetnih oligonukleotidov znotraj gena SRY v komercialne 
komplete bi skrajšali čas forenzičnih preiskav in obenem zanesljivejše potrdili spol 
donorja specifične biološke sledi. 
 
Z novim naborom začetnih oligonukleotidov, primernih za hkratno pomnoževanje v 
hkratni klasični PCR reakciji (24 parov začetnih oligonukleotidov) in v hkratni 
minisekvenčni SNaPshot
TM
 reakciji (12 parov začetnih oligonukleotidov), smo pri vseh 
105 slovenskih prostovoljcih uspešno določili njihov haplotip za vseh dvanajst SNP-jev 
hkrati. Avtomatska analiza rezultatov, pridobljenih s kapilarno elektroforezo, je 
potekala s pomočjo računalniškega programa GeneMapper ID version 3.2.1, pri katerem 
smo morali predhodno definirati velikostni standard za vsakega od dvanajstih produktov 
pomnoževanja. Komplet z novim naborom začetnih oligonukleotidov je obenem 
zanesljiv, ponovljiv (vse analize so potekale v duplikatih in podale identičen rezultat) in 
zelo občutljiv, saj so validacijske študije kompleta pokazale, da smo celoten haplotip 
SNP-jev določili že pri vnosu minimalne količine DNA (62.0 pg). 
 
Frekvence alelov dvanajstih SNP-jev smo primerjali s frekvencami, ki so objavljene na 
portalu NCBI SNP, in sicer za potomce severne in zahodne Evrope – CEU (prebivalce 
zvezne države Utah, ZDA). Alelne frekvence SNP-jev pri slovenski populaciji so bile 
podobne tistim, predstavljenim na portalu NCBI SNP – CEU. Edino za SNP rs1129038 
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na portalu NCBI SNP ni podanih podatkov, je pa zanj znano, da je v popolnem 
vezavnem neravnovesju s SNP-jem rs12913832 in lahko sklepamo, da so si tudi alelne 
frekvence obeh SNP-jev med seboj močno podobne. Torej lahko povzamemo, da na 
podlagi teh frekvenc slovenska populacija pripada širši evropski kavkazijski populaciji. 
 
V naboru dvanajstih SNP-jev smo za slovensko populacijo lahko določili pet SNP-jev 
(rs1800407, rs7495174, rs12913832, rs1805008 in rs1393350), ki so statistično značilni 
(P<0,05) za obarvanost oči in las. Z vključitvijo teh SNP-jev v dva statistična 
napovedna modela (Bayesianov model, model logistične regresije) smo lahko večjo 
uspešnost napovedi ugotovili pri uporabi modela logistične regresije, saj ta upošteva 
povezavo med neodvisnimi spremenljivkami oziroma SNP-ji, česar pa nam naivni 
Bayesov model ne omogoča. Obenem smo ugotovili, da se uspešnost napovedi med 
seboj bistveno ne razlikuje, ko obarvanost oči oziroma las kategoriziramo v tri oziroma 
dve skupini, vendar pa je mnogo bolj informativna kategorizacija obarvanosti v tri 
skupine. Pri kategorizaciji v tri skupine je bila tako uspešnost napovedi oziroma 
vrednost AUC 1.0 za modre oči in 0.832 za rjave oči, manjša pa za vmesno (0.747) 
kategorijo obarvanosti oči, ki je zajemala različne barve od zelenih do sivih. Dokaj 
visoke vrednosti AUC smo določili tudi za obarvanost las, vendar z manjšo 
občutljivostjo in specifičnostjo. Tako je bila vrednost AUC 0.913 za blond barvo las, 
0.832 za temno rjavo/črno barvo las in 0.723 za temno blond/svetlo rjavo barvo las. 
 
Zaradi manjšega vzorca slovenske populacije smo naknadno ocenili uspešnost napovedi 
obarvanosti oči s pomočjo šestih najbolj specifičnih SNP-jev in na osnovi statističnega 
modela kompleta IrisPlex izdelanega za nizozemsko populacijo (model logistične 
regresije). S pomočjo tega modela smo določili zelo visoko občutljivost tako za modre 
kot tudi za rjave oči, in sicer za celoten vzorec slovenske populacije. Obenem je bila 
zelo visoka tudi uspešnost napovedi, izražena z AUC (0.966 za modre, 0.913 za rjave 
oči) (Kastelic in sod., 2013). Zaradi kompleksnosti vmesne kategorije, ki vsebuje več 
različnih obarvanosti oči (sivo, zeleno oziroma kombinacijo več barv (rjave z zelenim 
kolobarjem, modre s sivim kolobarjem …)), pa točnost napovedi ni bila tako zanesljiva. 
Sta pa omenjeni vrednosti AUC za modre in rjave oči zelo primerljivi z AUC 
vrednostmi, ki so bile določene z dvema preiskavama za širšo evropsko populacijo, ki 
sta vključevali sedem (Walsh in sod., 2013) oziroma šest evropskih populacij (Ruiz in 
sod., 2012). Vrednosti AUC so bile v tem primeru 0.964/0.986 za modre oči in 
0.956/0.978 za rjave oči. Iz tega sledi, da je validiran komplet IrisPlex, ki še ni del 
rutinskih forenzičnih preiskav, zelo primeren za natančno napovedovanje modrih in 
rjavih oči predvsem posameznikov evropske populacije. 
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V forenzičnih preiskavah je poleg identifikacije posameznika pomembno določiti tudi 
spol te osebe. S tem takoj izločimo približno polovico populacije in deloma olajšamo 
kriminalistom nadaljnjo preiskavo. Danes je najbolj razširjen genetski označevalec za 
določanje spola amelogeninski gen. Začetni oligonukleotidi za pomnoževanje gena so 
tako prisotni v večini splošno uporabljenih komercialnih kompletov, kljub temu da 
raziskovalci že od leta 1998 opozarjajo na dokaj visoko stopnjo mutacij v 
amelogeninskem genu (Santos in sod., 1998; Roffey in sod., 2000; Steinlechner in sod., 
2002; Thangaraj in sod., 2002; Brinkman, 2002; Drobnič, 2006; Mitchell in sod., 2006; 
Chang in sod., 2007; Turrina in sod., 2011). Raziskovalci so začeli uporabljati nove 
genetske označevalce za določanje spola. Eden od njih je gen SRY, za katerega smo v 
našem raziskovalnem delu skonstruirali nov par začetnih oligonukleotidov, katerega 
produkt pomnoževanja je dolg le 96 baznih parov in je določen le pri moških. Gen SRY 
smo uspešno pomnožili z novim parom začetnih oligonukleotidov tudi pri standardnih 









 Amplification (AB) (priloga A). 
Obenem smo opravili obsežnejše validacijske študije za pomnoževanje gena SRY z 
uporabo omenjenega para začetnih oligonukleotidov znotraj komercialnega kompleta 
AmpFlSTR® SGMTM Plus Amplification (AB) in s tem predstavili možnost, kako v 
krajšem času zanesljiveje napovedati spol donorja specifične biološke sledi (Kastelic in 
sod., 2009). 
 
Pri zunanjem videzu človeka se seveda najprej osredotočimo na njegov spol, izrazitejše 
pa so tudi druge značilnosti, kot so pigmentacijska obarvanost oči, las, kože, višina 
posameznika in njegova struktura obraza. Na vse omenjene lastnosti po sedanjih 
raziskavah najbolj specifično vplivajo polimorfizmi posameznih nukleotidov (SNP-ji). 
Za potrebe raziskav smo odvzeli brise ustnih sluznic 105 sorodstveno nepovezanim 
prostovoljcem iz slovenske populacije in obenem za raziskavo pridobili potrditev 
slovenske Komisije za medicinsko etiko. V tej raziskavi smo se osredotočili na dve 
lastnosti, in sicer obarvanost oči in las, ki sta za enkrat tudi najbolj raziskani, za razliko 
od obarvanosti kože. Za analizo omenjenih lastnosti smo se osredotočili na šest 
pigmentacijskih genov in na dvanajst SNP-jev znotraj njih in jih združili v nov komplet 
za hkratno pomnoževanje s polimerazo. Novi komplet se je izkazal za zelo občutljivega 
(primeren je npr. tudi za biološke vzorce z minimalno količino DNA (62.0 pg)) in 
zanesljivega, saj smo za vseh 105 prostovoljcev lahko določili celoten haplotip 
dvanajstih SNP-jev. S primerjavo frekvenc alelov s frekvencami za širšo evropsko 
populacijo (podatki CEU iz portala NCBI SNP) za posamezni SNP smo potrdili, da so 
frekvence za slovensko populacijo primerljive in s tem potrdili njen enak izvor oziroma 
pripadnost širši evropski kavkazijski populaciji (Kastelic in sod. 2012). 
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Po predhodnih statistični analizah smo med dvanajstimi SNP-ji določili pet najbolj 
statistično informativnih (rs1800407, rs7495174, rs12913832, rs1805008 in rs1393350), 
s katerimi smo lahko za 24 prostovoljcev slovenske populacije – testno skupino 
(podatke preostalih 80 prostovoljcev smo uporabili za vzpostavitev statističnega modela 
– študijska skupina) določili vrednosti AUC 1.0 za modre oči, 0.832 za rjave oči in 
0.747 za vmesno skupino obarvanosti oči, ter 0.913 za blond lase, 0.832 za temno 
rjavo/črno barvo las in 0.723 za temno blond/svetlo rjavo barvo las, in sicer z uporabo 
uspešnejšega modela logistične regresije (Kastelic in sod., 2012). 
 
Zaradi premajhnega vzorca slovenske populacije, ki smo jo v prvem delu raziskave 
uporabili tako za študijsko kot tudi za testno skupino, smo v naslednjem koraku za 
uspešnost napovedi obarvanosti oči uporabili statistični model kompleta IrisPlex, 
izdelanega za nizozemsko populacijo. S tem modelom smo za vseh 105 slovenskih 
prostovoljcev določili vrednosti AUC 0.966 za modre oči in 0.913 za rjave oči, ki so 
zelo podobne vrednostim, določenimi za širšo evropsko populacijo (Ruiz in sod., 2012; 
Walsh in sod., 2013; Kastelic in sod., 2013). 
 
Raziskave na področju napovedovanja pigmentacijskih značilnosti, predvsem 
pigmentacijski obarvanosti oči in las, so zelo obetavne in znanih je že nekaj tujih 
kriminalističnih primerov, ki so bili uspešno razrešeni na podlagi omenjenih analiz 
(Cases overview, 2012). Raziskave bodo torej služile predvsem za usmeritve 
kriminalističnih preiskav v zmanjšan krog morebitnih osumljencev z znanimi 
omenjenimi pigmentacijskimi značilnostmi, predvsem pri težjih kriminalnih dejanjih 





In everyday forensic genetic investigations we firstly identify individual DNA profile 
and also his or her gender. This immediately eliminated about half of the researched 
population and partly facilitates further criminal investigations. Currently is the 
amelogenine gene the most widely used genetic marker for sex determination. Primers 
for amplification of this gene are present in the most commonly used commercial kits. 
Despite the fact that since 1998 there have been many researchers that alert on high 
degree of mutations (0.018% to 8.0%) in amelogenine gene on chromosome (Santos in 
sod., 1998; Roffey in sod., 2000; Steinlechner in sod., 2002; Thangaraj in sod., 2002; 
Brinkman, 2002; Drobnič, 2006; Mitchell in sod., 2006; Chang in sod., 2007; Turrina in 
sod., 2011). Because of that many researcher began to use new genetic markers for 
gender determination. One of them is SRY gene, that we also used in our investigation. 
For the region in the SRY gene we constructed a new pair of primers with the end 
amplification product of 96 bp. These new pair of primers for SRY gene was 
successfully amplified in multiplex PCR with other primers and under PCR conditions, 
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which are required by the manufacturer of two commercial kits AmpFlSTR® SGM
TM
 
Plus Amplification in AmpFlSTR® NGM
TM
 Amplification (AB). We also conducted 
extensive validation studies (115 volunteers) for the amplification of SRY gene with the 
new pair of primers in the commercial kit AmpFlSTR® SGMTM Plus Amplification 
(AB) to present the opportunity of more reliable prediction of the gender of the donor 
for specific biological sample in shorter time (Kastelic in sod., 2009). 
 
Beside human gender there are also other externally visible characteristics (EVC) to 
which we pay attention when perceiving other people. These EVCs could be 
pigmentation color of eyes, hair and skin, height of the individual and his facial 
structure. All characteristics are strong associated with specific single nucleotide 
polymorphisms (SNPs). For the purpose of our research the buccal swabs were taken 
from 105 Slovene volunteers, which all signed written consents for the use of their 
DNA solely for scientific research and the study was approved by National Medical 
Ethics Committee. In this study, we focused on two attributes, such as color of eyes and 
hair, which are for once the most investigated, as opposed to the color of the skin. For 
the analysis of these properties, we focused on six pigment genes and twelve SNPs 
within them and merged them into a new kit for the simultaneous amplification by 
polymerase. The new kit has proven to be highly sensitive (suitable, for for example 
even for biological samples with the minimum amount of DNA (62.0 pg)) and reliable, 
because we identify full haplotype for all twelve SNPs for each of 105 Slovene 
volunteers (all the investigations were made in duplicates). Comparing the frequencies 
of alleles frequencies with frequencies of wider European population (CEU data from 
the portal NCBI SNP) for each SNP, we confirmed that the Slovenian population has 
the origin like wider European Caucasian population (Kastelic in sod. 2012). 
 
According to preliminary statistical analyzes the five out of twelve SNPs were 
statistically most informative (rs1800407, rs7495174, rs12913832, rs1805008 and 
rs1393350). With these five SNPs and for 24 Slovene volunteers (remaining 80 
volunteers were used to establish a statistical model) we could determine AUC 1.0 for 
blue eyes, 0.832 for brown eyes and 0.747 for the intermediate group color eyes, and 
0.913 for the blonde hair, 0.832 for dark brown/black hair and 0.723 for dark 
blonde/light brown hair color, when using statistical method of logistic regression 
(Kastelic in sod. 2012). 
 
Due to the small sample size, which was in first research used to establish the statistical 
model, as well as for the evaluation of it, we additionally used the statistical model 
(IrisPlex kit) designed for the Dutch population for the more accurate prediction of the 
eye color for Slovene volunteers. With this model we determine AUC 0.966 for blue 
eyes and 0.913 for brown eyes of Slovene volunteers, which are very similar to definite 
AUC values for the general European population (Ruiz in sod., 2012; Walsh et al., 
2013; Kastelic in sod., 2013).  
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Research on pigmentation characteristics, particularly pigmentation of eyes and hair 
color are very promising and There have already been some criminal cases, which have 
been successfully resolved on the basis of these analyzes (Cases overview, 2012). 
Research of pigmentation characteristics and many others externally visible 
characteristics will in near future serve mainly for guidance in criminal investigations, 
in order to decreased range of potential suspects with knowledge of these pigmentation 
characteristics or other EVCs, especially in serious crime insults (Kayser in Schneider, 
2009). 
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Priloga A: Pomnoženega gena SRY (96 bp) z uporabo novega para začetnih 











 (AB), ki združuje 15 STR lokusov in 
amelogeninski lokus. Tudi za ta komercialni komplet smo preverili možnost hkratnega 
pomnoževanja z novimi začetnimi oligonukleotidi znotraj gena SRY. Tudi v tem 














Priloga A: Elektroferogram prikazuje amplifikacijski produkt pomnoženega gena SRY 
(96 bp) z uporabo novega para začetnih oligonukleotidov s sočasno uporabo 
komercialnega kompleta AmpFlSTR® NGM
TM
 (AB) v vzorcu moške DNA. 
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Priloga B: Dovoljenja založnikov za objavo člankov 
 
Validation of SRY marker for forensic casework analysis 
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